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(57) Abstract 



Process for the manufacture of (-)-oxabicyclo[3.3.0]octanolones of formula (-)-I, where R is hydrogen or the residue 
(a), in which Rj has the notation of a hydrogen, alkyl with 1-7 C atoms, or phenyl. The process is characterized in that a 
racemic oxabicyclo[3.3.0]-octanolone-acylate of formula (±)-II, where R t has the above notation, is subjected to a stereo- 
specific acylate hydrolysis and the (-)-I (R - (a)) is separated from the saponified ( +)-I (R = H) or the saponified (->I (R 
= H) is separated from the unsaponified (+)-Il. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven (-)-Oxabicyclo[3.3.0]octanolonen der Formel (-)-I, worin R Wasser- 
stoffoder den Rest (a) mit R { in der Bedeutung eines Wasserstoffs, Alkyis mit 1-7 C-Atomen oder Phenyls bedeuten kann, 
dadurch gekennzeichnet, daS man ein racemisches Oxabicyclo[3.3.0]-octanolon-acylat der Formel (±)-II, worin R\ die 
oben angegebene Bedeutung hat, enzymatisch einer stereospezifischen Acylat-Hydrolyse unterwirft und das (-)-I (R 53 (a)) 
vom verseiften (+)-I (R « H) abtrennt oder das verseifte (-)-I (R = H) vom unverseiften (+)-II abtrennt. 
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Racematspaitung von VAcyloxy-6B-hydroxy^ 

octan-3-onen durch s tereospezif ische enzyrnatische Acylat-Hydrolyse 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur stereospezif ischen Acyl^t- 
Hydrolyse racemischer 7a-Acyloxy-6B-hydroxymethyl-2-oxabicylo- 
Z3.3.Q7octan-3-onen zu den entsprechenden optisch aktiven* Alkoholen 
mit Hilfe von Enzymen. 

Es eignet sich besonders. zur Herstellung von optisch aktiven (-)-Oxa- 
bicyclo£3-3,07octanolonen der Formel (-)-I, 

A 




CH 2 0H ( 



OR 



worin R Wasserstoff Oder den Rest -CO- mit R 1 

in der Bedeutung eines Wasserstoffs, Alky Is mit 1-7 C-Atomen oder 
Phenyls bedeuten kann. 

Es ist dadurch gekennzeichnet , dafi man racemische OxabicycloZ3-3.0jocta- 
nolon-acylate der Formel (-)-II, 
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worin R 1 die ob.en ahgegebene - Bedeutung hat, enzymatisch einer stereo- 
spezifischen Acylat-Hydrolyse unterwirft und das (-)-I. (R = 

• . 

-C0-<^" ) vom verseiften. (+)-I (R = H) abtrermt oder das ver- 




selfte (-)-I (R = H) vom unverseiften (+)-II abtrennt. 

Wenn R^ eirien Alkylrest mit 1-7 C-Atomen darstellt, sind damit die 
Reste Methyl T Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, sek. -Butyl, 
tert. -Butyl, n-Pentyl, Isopentyl, sek.-Pentyl, Neopentyl, n-Hexyl, Isohexyi, 
n-Heptyl, Isoheptyl usw. gemeint. 

Die Verbindungen der Formel (-)-I sind wertvolle Zwischenprodukte bei der 
Synthese pharmakologisch wertvoller Prostaglandin- und Prostacyclin-Analoga 
(Obersichten z.B. von J. Bindra, R -Bindra, Prostaglandin Synthesis, 
Academic Press, New York 1977 und von C. .Szantay, L. Novak, Sythesis of 
Prostaglandins T Akademiai Kiado, Budapest, 1978). 

Zur Synthese der zu den Naturprodukten analogen Strukturen werden die 
Ester dieser Enantiomeren-Reihe benotigt- 

Obwohl asymmetrische Synthesen bekannt sind, wird bei der technischen 
Herstellung die EinfUhrung der optischen Aktivitat auf dem Weg einer 
Racemattrennung bei der Zwischenstufe C-)-^ bevorzugt. 
Hierbei sind folgende Verfahrensschritte notig: 

1. Verseifung des Lactons zur Hydroxysaure . 

2. OberfOhrung in das Gemisch diastereomerer Salze, z.B. mit d-cc-Phenyl- 
ethylamin* 

3. Kristallisation zur Gewinnung des diastereomeren reines Salzes. 

4. OberfOhrung des Salzes in das optisch aktive Lacton (-)-3- 
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5. Weitere Umsetzung zur optisch akbiven Vorstufe C-J-I. 



Durch die Neigung der Hydroxysaure , das Lacton wieder zuruckzubilden, 
bevor eine optische Aufreinigung erfolgen konnte, sowie durch Ausbeute- 
verluste beim Kristallisieren, hat sich das nachstehende Verfahren 
nicht bewShrt. 
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Bei der vorliegenden Erfindung wird die Trennung auT der Stufe der 
raceraischen 7cc-Acyloxy-6fi-hydroxyme thyl-2-oxa-bicyclo d . 3 .Ojoctan- 
3-one der Formel (-)-II. durch enzymatische Verseifung vorgenommen, die 
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zu einem. Produktgemisch fQhrt, aus dera die gewQnscbten Verbindungen 
der Formel (-)-I entweder durch Extraktion oder aus der waBrigen 
Phase erhalten werden konnen* 

Die Aus gangs verbindungen Lassen sich nach GB" 1 579 464 herstellen. 

Die Verwendung der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen 
optisch aktiven Ester der Formel (-)-I 

(R ^ -C0-<( ^ ' alS Zvrischen P rodukte far die Herstellung 

von pharmakologisch wertvolle. Prostaglandin- und- Prostacyclin-Analoga 
geht aus den bereits genannten tfbersichtsartikeln hervor. 

Das ebenralls erhaltliche optisch aktive Diol der Formel (-)-I- (R = H) 
kann besohders dann Verwendung finden, wenn bei der Folgesynthese zunachst 
die prim&re Hydroxylgruppe geschutzt werden mufi und die sekundare 
Hydroxy lgruppe freibleiben kann* Dies ist z.B. bei der Synthese 
von Carbacyclin-Zwischenprodukten der Fall, wie sie in EP 4l 661. 
beschrieben- wird. » 

Als Enzyme eignen sich fur das erfindungsgemafie Verfahren vorzugsweise 

Subtilisin aus Bacillus subtilis (Fa. Boehringer, Mannheim) 
Lipase » Sclerotinia" (Fa. Nagase) 
Alkaline Proteinase (Fa. Nagase) 
Protease" aus Bacillus ?ubtilis 
Alcalase T (Fa. NOVO) 
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Die Enzyme kdnnen sowohl in geloster, suspendierter Oder immobilisierter 
Form (z.B. an BrCN-aktivierter Sepharose oder an Oxiranacrylperlen 
oder in irgendeiner anderen immobilisierten Form) eingesetzt werden. 

Die nach dem erfindungsgemSBen Verfahren herstellbaren optisch aktiven 
Oxabicyclooctanolon-Derivate der Formel (-)-I sind wertvolle Zwischen- 
produkte fUr die Synthese pharmakologisoh wirksamer Prostaglandine und 
Prostacycline. Es zeigte sich, dafi der groBere Teil der stereospezifisch 
hydrolysierender. Enzyme die racemischen Verbindungen der Formel 
(-)-II zum optisch aktiven Diol der Formel (+)-I (R = H) verseift, wobei die 
in ihrer absoluten (Configuration dem natUrlichen Prostacyclin PGJ 2 ent- 
sprechende Komponente des eingesetzten Racemats (-)-II unverseift 



liegen bleib^_)_ I(R s c °-< ^ 17 



R 1 



und nach Abtrennung vom Diol zur Synthese natUrlich konf igurierter 
Prostacyclin-Analoga eingesetzt warden kann. 

Andere Enzyme wiederum verseifen von den beiden Komponenten des einge- 
setzten Racemats. (t)-II die natUrlich konfigurierte Form zum Diol 
(-)-I(R = H), wahrsnd das "falsche", unnatUrlich konfigurierte 
Enantiomere unverseift bleibt. In diesem Falle wird das Diol fUr 
die Synthese PCJ 2 -analoger Prostacycline herangezogen. 
Das erfindungsgemifle Verfahren arbeitet ansonsten unter an sich 
bekannten Bedingungen, die fUr enzymatische Reaktionen bekannt sind. 
Der Ablauf der enzymatischen Umwandlung wird durch Analyse laufend 
entnommener Proben verfolgt. Als Analysenmethoden eignen sich 
HPLC oder dannschichtchromatographische Schnellanalysen (Kieselgel- 
platten von Merck / Da rms tad t , Entwicklung mittels Methylenchlorid/Aceton 
1:1 und Anfarben mit Schwefelsaure) . 

Die Reaktion wird abgebrochen und der Ansa-.z aufgearbeitet, sowie 
50 % des eingesetzten racemischen Substrates umgesetzt sind. 
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Das erfinderische Verfahren eignet sich besonders zur 
stereospezifischen Verselfung folgender Prostaglandin- 
Zwischenstufen : 
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Die folgenden Ausfiihrungsbeispiele dienen zur Erlauterung des erfindungs- 
gemaflen Verfahrens. 



Beispiel 1 

300 mg ( t) _ 7^-BenzoyloxY-6G-hydroxymethyl-2-oxabicyclo [3.3.0 ] octan-3- 
on werden in 9 ml Ethanol geldst und mit einer Losung von 750 mg Alkaline 
Proteinase (Fa. Nagase) in 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH7 vereinigt. Die 
Losung wird bei 28° C auf einem Rotationsschiittler geschiittelt, wobei der 
Ablauf der Reaktion durch Analyse lauf end entnommener Proben verfolgt 
wird. Nach 19 Stunden Reaktionszeit sind 50 % des eingesetzten Substrates 
umgewandelt. Der Ansatz wird nun 3 mal mit je 50 ml Methylisobutylketon 
extrahiert, wobei das unumgesetzte Benzoat in die Mi BK- Phase wandert, 
wahrend die verseifte Verbindung in der wassrigeri Phase verbleibt. 

Die MiBK -Extrakte werden vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Der verbliebene Riickstand wird axis Aceton umkristallisiert. Man erhalt 
135 mg (-)-7<fc -Benzoyloxy-6fl-hydroxymethyl-2-oxabicyclo [3.3.0 ] octan- 
-3-on vom Schmelzpunkt 1 1 6-1 1 7° C und einem Drehwert von [oc,] p°-80 1 5 ° 
. (c a 1,050 in HCC1 3 ). 

Beispiel 2 

300 mg (±)-7* -Benzoyloxy-6l^hydroxymethyl-2-oxabicyclo [3.3.0] octan- 
-3-on werden in 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 suspendiert, 750 mg 
Subtili3in aus Bacillus subtilis (Fa. Boehringer, Mannheim) zu- 

gef ugt und die Mischung mit einem Ultra-Turrax homogenisiert . Die Sus- 
pension wird anschliefiend 16 Stunden bei 28°C auf einem Rotations- 
schiittler geschiittelt, wonach 50% des eingesetzten racemischen Substrates 
verseift sind. Der Ansatz wird nun im Wasserstrahlvakuym zur Trockne ein- 
geengt, der verbliebene Riickstand 3 mal mit Methanol eluiert, die ver- 
einigten Methanol-Elu ate wiederum zur' Trockne gebracht und iiber eine 
Kieselgelsaure chromatographiert (Elutionsmischung Methylenchlorid- 
Aceton 66 + 33). Die zuerst eluierte Fraktion 1 enthalt 122 mg (-)- 
-7qo -Benzoyloxy-6B-hydroxymethyl-2-oxabicyclo [3.3.0] octan-3-on 
vom Schmelzpunkt 114-116° C und einem Drehjwert von [<&] D -82,3° (c = 
1 ,015 in Methanol) . 
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Beispiel 3 

Qnter den Bedingungen des Beispiels 2 werden 300 mg (-)-7<*,-Benzoyl- 
oxy-6B-hydroxymethyl-2-oxabicyclo [3.3.0 ]octan-3-on in Phosphatpuffer 
pH7 mit 750 mg Lipase Scierotina (Fa. Nagase) 64 Stunden bei 28° C be- 

handelt. Nach saulenchromatographischer Abtrennung 'des verseiften un- 

natiirlich konfigurierten Enantiomeren erhalt man 115 mg ( - ) -7a. -Benzoyl - 
oxy-6f^hydroxymethyl-2-oxabicyclo [ 3 . 3 . o] octan- 3-on vom Schmelzpunkt 

115-116° und einem Drehwert von[oc/) D -79,8° (c = 1,02 in Methanol). 

Beispiel 4 

Unter den Bedingungen des Beispiels 2 werden 300 mg. ( ± ) -7<& -Benzoyloxy- 
6B-hydroxymethyl-2-oxabicyclo £3.3.0] octan-3-on in Phosphatpuffer pH7 
mit 750 -mg Alcalase T (Fa. NOVO) " 40 Stunden bei 28° C hydrolysiert . 
Nach saulenchromatographischer Auf trennung des Reaktionsgemisches er- 
halt man 142 mg C-)-7 a-Benzoyloxy-65-hydroxymethyl-2-oxabicycloZ^3 . 3 . 07- 
octan-3-on vom Schmelpunkt 112-11.4° und einem Drehwert von|oc,] D -77 f 1 ° 
(c = 1,005. in Methanol). 

Beispiel 5 

Unter den Bedingungen des Beispiels 2 werden 300 mg (-) -7cc -Benzoyl - 
.oxy-6B-hydroxymethyl-2-oxabicyclo £3.3.0 ^octan-O-on in Phosphat- 
puffer pH 7 mit .750 mg Protease au3 Bacillus subtilis 15 Stunden bei 28 *C 
behandelt. Nach saulenchromatographischer Auf trennung des Reaktionsge- 
misches erhalt man 119 mg ( - ) - 7a -Benzoy loxy- 6&-hydroxymethy 1- 2-oxabi- 
cyclo £3.3.0] octan-3-on vom Schmelzpunkt 113-115° C und einem Drehwert 
von|V} D - 78,9° (c =1,025 in Methanol). 
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1) Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven (-)-Oxabicyclo 
n.3.0joctanolonen der Formel (-)-I, 




. (-)-I , 



OR 



mit 



worin R Wasserstoff oder den Rest -CO- <^^" ^ 



R 1 in der Bedeutung eines Wassertoffs, Alkyls mit 1-7 C-Atomen 
oder Phenyls bedeuten kann, 

dadurch gekennzeichnet , dafi man ein racemisches Oxabicyclo/3 .'3-Q7- 
octanolon-acylat der Formel (-)-II, 
0 

A 



0 



fc CH 2 0H 




R 1 



oco- 

worin R } die oben angegebene Bedeutung hat, enzytnatisch einer stereo- 
spe2ifischen Acylat-Hydrolyse unterwirft und das (-)-I (R = 



-C0-^^ -"* p ^> ) vom verseiften ( + )-! (R = H) abtrennt oder 



das verseifte (-)-I (R = H) vom unverseiften (+)-II abtrennt. 
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2) Verfahren nach Anspruch, dadurch gekennzeichnet , daB man 

als Enzyrn Subtilisin aus Bacillus subtilis , Lipase Sclerotinia, 
Alkaline Proteinase, Protease ausBacillus subtilis oder Alcalase T 
verwendet.. 
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meldedatum Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden 
ist und mtt der Anmeldung nicht koilidiert, sondern nur zum 
Verstandnis das der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung;diebeanspruch- 
te Erfindung kann nicht als neu Oder auf erfinderischer T3tig* 
keit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung;die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit be- 
ruhend betrachtet werden, wenn die Verdffentlichung mit 
einer oder mehreren anderen Veroffentllchungen dieser Kate- 
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fiir 
einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Verdffentlichung, die Mltglied derseiben Patentfamilie ist 



IV. BESCHEINIGUNG 


Oatum des Abschlusses der internationalen Recherche 

26. Februar 1988 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

0 8 APR 1988 


Internationale Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt 


Unterschrjis-deTbev^ma^|igten Bediensteten ^ 



Formblatt PCT/ISA/210 (Bl«n 21 {Januar 1985) 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

CBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. QE 8700520 

SA 19440 

In diesem Anhang sind die Mitgliedcr der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchcnbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 

Die Angaben uber die Farailienmitgliedcr entsprechen dem Stand der Data* des EaropSischen Patentarats am 21/03/88 
Diese Angaben dienen nur zur Unterricbtung und erfolgen obne Gewahr. * , 



Tm Recherchenbcricht 


Datum der 


Mitgtied(er) der 


Datum der 


angcfuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 


Patentfamiiie 


Veroffentlichung 



FR-A- 


2582648 


05- 


•12-86 


JP-A- 
DE-A- 
GB-A- 


61280294 
3618538 
2178423 


10- 12-86 
18-12-86 

11- 02-87 


EP-A- 


0041661 


16- 


•12-81 


DE-A- 
JP-A- 
US-A-. 
AT-B- 


3021895 
57026644 
4359581 
E8496 


24-12-81 
12-02-82 
16-11-82 
15-08-84 



GB-A- 1579464 



19-11-80 



Kefne 



EP-A- 0127386 05-12-84 JP-A- ' 59216845 06-12-84 

US-A- 4571436 18-02-86 
JP-A- 60001151 07-01-85 



Fur nahere Einzclhciten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des EaropSischen Patentarats, Nr.l2/8Z 
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